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細胞内では様々な理由により翻訳が滞る。例えば，転写の中断や転写後の切断などによ
り終止コドンを欠いたmRNAが生じた場合，リボソームによる翻訳が滞ってしまい，結果
としてmRNAに多くのリボソームをトラップしたままの状態となる。2010年までは，真
正細菌では tmRNAという tRNAとmRNAの両方の機能を有した特徴的な低分子RNAが
変則的な翻訳（trans-translation）を行うことで，翻訳停滞状態をすべて解消すると考え
られていた。 
本研究室では，これに対し YaeJ 蛋白質による tmRNA 非依存的な翻訳停滞解消機構の
存在を初めて報告した（Handa et al. Nucleic Acids Res. 2011）。本研究室では大腸菌無細
胞蛋白質合成系を用いて，YaeJが，終止コドンをもたないmRNA（以下 nonstop mRNA）
あるいはマイナーコドンクラスターをもつ mRNA 上で滞ったリボソーム中のペプチジル
tRNAを（RFと同様に）加水分解（peptidyl-tRNA hydrolysis，以下 PTH反応）するこ
とにより，翻訳停滞を解消することを示した。 
真正細菌においては，tmRNAが普遍的に保存されているのに対して，YaeJはグラム陰
性菌にしか保存されていない。その一方で，YaeJの研究をさらに興味深くさせているのは，
そのホモログが酵母からヒトに至るまで真核生物に広く存在していることである。そして
YaeJのヒトホモログである ICT1蛋白質が，ヒト由来のミトコンドリアにおいて同様に翻
訳停滞解消因子として機能していることが明らかにされた（Richter et al. EMBO. 2010）。
本研究室では NMR 法によって ICT1 の立体構造を明らかにすると共に，その発現抑制が
培養細胞の増殖およびミトコンドリアの機能に大きな影響を与えることを示した（Handa 
et al. J. Mol. Bio. 2010）。ミトコンドリアには tmRNAは存在しないので，ICT1が唯一の
翻訳停滞解消因子と思われたが，驚くべきことに GGQ モチーフをもつもう一つの翻訳停
滞解消因子 C12orf65蛋白質が報告された（Antonicka et al. Am. J. Hum. Genet. 2010）。
しかし，13 個という限られた数のミトコンドリア膜蛋白質の翻訳において，ICT1 と
C12orf65がどのように機能するのか，その機能的な差異を含め多くが未解決のままである。 
本研究では，真正細菌およびミトコンドリアにおける翻訳停滞解消機構の解明すること
を目的に，大腸菌 YaeJを用いて変異体解析を行い，翻訳停滞解消での PTH活性に必要な
アミノ酸残基の同定を行った。また，ヒト培養細胞において翻訳停滞解消因子の発現抑制
が細胞・ミトコンドリアにどのような影響を及ぼすのかを調べた。 
12 生物種の YaeJ を用いてアミノ酸相同配列比較を行った結果，C 末端領域に YaeJ 特
異的な保存残基が集中していることが明らかになった。この保存残基に対して様々な変異
体を作製して，大腸菌由来再構成型無細胞タンパク質合成系を用いた PTH 活性測定を行
うと共に，ショ糖密度勾配遠心分離法を用いて変異体とリボソームとの相互作用を解析し
た。その結果，C末端領域にある Arg105，Thr108，Arg118，Leu119，Lys122，Lys129，
Arg132の 7カ所のアミノ酸残基を他の残基に置換すると，PTH活性が低下すると共にリ
ボソーム結合能も低下することが示された。さらに，YaeJの GGQドメインと C末端領域
を繋ぐフレキシブルなリンカー領域を数残基欠失させた変異体においても PTH 活性も著
しく低下したことから，PTH活性には YaeJのリンカー領域の長さが重要であることが示
された。これらの結果，C末端領域のこれらの保存残基が，YaeJの機能に重要な役割を果
たしていることが示された。 
ミトコンドリアにおける翻訳停滞機構の解明をするために，翻訳停滞解消因子 ICT1 と
C12orf65を HeLa細胞において siRNAを用いてそれぞれの発現抑制することによって，
細胞およびミトコンドリアへの影響を比較した。その結果，ICT1と C12orf65のそれぞれ
のタンパク質の発現抑制は，共に細胞増殖が阻害されることが示された。さらに Flow 
cytometry（FCM）を用いて，両タンパク質の発現抑制の影響を詳細に調べるために，ア
ポトーシス/ネクローシス解析，ミトコンドリアの質量と膜電位を測定した。その結果，両
タンパク質を発現抑制した細胞はアポトーシスが生じていることが示された。ミトコンド
リア質量と膜電位解析の結果は，ICT1の発現抑制を行うとコントロールと比べてミトコン
ドリアの質量・膜電位が共に低下している細胞が増加していた一方で，C12orf65の発現抑
制した細胞では，共に増加している細胞が増加していた。また，ミトコンドリアの活性指
標の一つであるシトクロム cオキシダーゼ活性を測定すると，ICT1および C12orf65発現
抑制した細胞では，コントロールと比べて，共に 50％酵素活性が低下を示した。以上の結
果，細胞およびミトコンドリアにとって，ICT1と C12orf65の両因子が必須であることが
明らかとなると共に，2つの役割が異なっていることが示唆された。 
（英訳） 
Ribosomes often stall when translating irregular mRNAs, such as a nonstop mRNA 
generated by abortive transcription by RNA polymerase, or RNA digestion by RNase These stalled 
ribosomes would be deleterious for cells if left uncorrected, therefore all bacteria have at least one 
system to release such stalled ribosomes. The trans-translation system is mediated by 
transfer-messenger RNA (tmRNA) associated with SmpB. This system contains a mechanism of 
incomplete protein degradation, in which a tag peptide encoded by tmRNA is added to the 
C-terminus of the growing polypeptide, and the resulting tagged protein is immediately degraded by 
several tag-specific proteases. This process consequently promotes ribosome recycling and 
truncated mRNA degradation, and prevents accumulation of potentially deleterious truncated 
polypeptides during normal cell growth. 
Recent in vivo and in vitro experiments using Escherichia coli have revealed that another 
stalled-ribosome rescue factor is the YaeJ protein, which contains a Gly-Gly-Gln (GGQ) motif that 
is invariably conserved in the catalytic domain (domain 3) of the class I polypeptide chain release 
factors (RFs). YaeJ homologs have been identified in many Gram-negative bacteria, with some 
exceptions such as Thermus thermophilus, but not in Gram-positive bacteria. In vitro translation 
experiments using the E. coli-based reconstituted cell-free protein synthesis system have revealed 
that YaeJ can hydrolyze peptidyl-tRNA on ribosomes stalled on not only nonstop mRNAs but also 
mRNAs containing a cluster of rare codons that extend downstream from the P-site (Handa et al. 
Nucleic Acids Res. 2011). This hydrolysis is achieved by using the GGQ motif residues as a 
catalytic site in the same manner as RF. In addition, sucrose density gradient centrifugation analysis 
has shown that YaeJ is more commonly associated with 70S ribosomes than with the 50S or 30S 
subunits. 
YaeJ homologs are also found in most eukaryotes, from yeast to humans. Release factor 
assays using E. coli S30 fractions rich in ribosomes have shown that ICT1, the human homolog of 
YaeJ, has codon-independent peptidyl-tRNA hydrolysis (PTH) activity via the GGQ motif, although 
there are no direct comparisons of ICT1 and YaeJ activity (Richter et al. EMBO. 2010). Depletion 
of ICT1 using siRNA results in a reduction of mitochondrial protein synthesis, leading to a loss of 
cell viability as well as mitochondrial dysfunction (Handa et al. J. Mol. Bio. 2010). These findings 
indicate that ICT1 also functions as a stalled ribosome rescue factor in mitochondria. Recently, it 
was reported that the C12orf65 protein having the GGQ motif is a new member of ribosome rescue 
factors. Loss-of-function mutation in a nuclear gene, c12orf65, encoding a mitochondrial matrix 
protein in two unrelated pedigrees caused a decreased in the levels of the oxidative phosphorylation 
(OXPHOS) complexes, leading to encephalomyopathy (Antonicka et al. Am. J. Hum. Genet. 2010). 
Two different 1-bp deletions in c12orf65, both of which result in the same premature stop codon, 
severely affect mitochondrial translation, resulting in significant decreases of the OXPHOS 
complexes I, IV, and V, and a smaller decrease of complex III.  
First, to identify residues required for YaeJ function, I performed mutational analysis for in 
vitro PTH activity towards rescue of ribosomes stalled on a nonstop mRNA, and for ribosome 
binding efficiency. I focused on residues conserved among bacterial YaeJ proteins. YaeJ and a 
human homolog, ICT1, had similar levels of PTH activity, despite various differences in sequence 
and structure. While no YaeJ-specific residues important for PTH activity occur in the structured 
GGQ domain, Arg118, Leu119, Lys122, Lys129, and Arg132 in the following C-terminal extension 
were required for PTH activity. All of these residues are completely conserved among bacteria. The 
equivalent residues were also found in the C-terminal extension of ICT1, allowing an appropriate 
sequence alignment between YaeJ and ICT1 proteins from various species. Single amino acid 
substitutions for each of these residues significantly decreased ribosome binding efficiency. These 
biochemical findings provide clues to understanding how YaeJ enters the A-site of stalled 
ribosomes.  
Next, I examined the effect of siRNA-mediated knockdown of C12orf65 on mitochondria 
in HeLa cells using flow cytometry. Knockdown of C12orf65 resulted in increased ROS production 
and apoptosis, leading to inhibition of cell proliferation. Substantial changes in mitochondrial 
membrane potential and mass in the C12orf65-knockdown cells were observed compared to the 
control cells. These results indicate that the function of C12orf65 is essential for cell vitality and 
mitochondrial function. Whereas similar effects were observed in ICT1-downregulated cells, there 
were significant differences in the range and pattern of the effects between C12orf65- and 
ICT1-knockdown cells, suggesting different roles of C12orf65 and ICT1 in rescuing stalled 
mitoribosomes. 
 
